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RESUMEN
El metabolismo es el factor que más influye en la farmacocinética de
los fármacos, y el poder anticiparlo es esencial para el desarrollo de me-
dicamentos más eficaces y seguros. Hay dos aspectos que son relevantes
en el estudio del metabolismo: el perfil metabólico y su potencial induc-
tor sobre los enzimas de biotransformación. Ambos tipos de estudio solo
pueden llevarse a cabo en modelos celulares altamente diferenciados. Los
hepatocitos humanos en cultivo son un excelente modelo del hígado ca-
paz de predecir tanto el metabolismo como la inducción por fármacos en
el hombre. Sin embargo su uso está dramáticamente limitado por la difi-
cultad del acceso a tejido humano adecuado. Las líneas celulares hepáti-
cas humanas, incluso las muy diferenciadas no constituyen una alternati-
va porque, sorprendentemente, no expresan actividades de biotrans-
formación ni de inducción. La razón estriba en la pérdida de factores de
transcripción y receptores nucleares hepáticos implicados en el manteni-
miento del fenotipo hepático adulto. Trabajos previos nuestros han de-
mostrado el papel de C/EBPa, HNF-3g, y C/EBPb, y cómo su reexpre-
sión en hepatomas conlleva un aumento de la expresión de los genes CYP.
Los hepatomas carecen asimismo de la expresión de CAR y PXR, re-
ceptores nucleares que regulan el fenómeno de la inducción de ciertos ge-
nes CYP, por lo que parece razonable que re-expresando en hepatomas
dichos factores reguladores clave, sea posible generar modelos celulares
útiles para estudios de metabolismo e inducción enzimática.
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1. LOS PROBLEMAS: EL METABOLISMO DE FÁRMACOS,
PRIMERA CAUSA DE LA VARIABILIDAD DE LA
RESPUESTA CLÍNICA EN HUMANOS
Los fármacos, además de ejercer una acción farmacodinámica espe-
cífica sobre un determinado tejido diana, sufren modificaciones químicas
en su tránsito a través del organismo. Estos procesos (biotransformación)
están catalizados por un grupo de enzimas denominadas genéricamente
enzimas de metabolización de fármacos, y tienen lugar en mayor o me-
nor grado en los distintos tejidos. Sin embargo, es el hígado en donde tie-
ne lugar la mayor parte del metabolismo de dichos compuestos (1,2). Tal
es el caso de los genes CYP, que si bien se expresan predominantemen-
te en el hígado, también lo hacen en otros tejidos extrahepáticos tales
como pulmón, riñón, intestino y placenta (3,4) Las monooxigenasas de-
pendientes del citocromo P-450 (CYP) junto con las flavín monooxige-
nasas, citocromo reductasa, UDP-glucoronil transferasa, glutation trans-
ferasa y sulfotransferasa, son los enzimas que más directamente están
implicados en los procesos de biotransformación (5,6).
El fenómeno de la biotransformación es clave en el contexto de la
biodisponibilidad, variabilidad de la respuesta farmacológica y toxicidad
de un fármaco, y comprenderlo es crucial para el desarrollo de mejores
medicamentos. La biotransformación es posiblemente la etapa más va-
riable y la que mejor explica las diferencias en los niveles plasmáticos
tras la administración de la misma dosis de un compuesto a varios indi-
viduos «normales». Parte de dicha variabilidad es debida a la existencia
de genes polimórficos que se heredan mendelianamente, y que codifican
para enzimas con una eficacia metabólica diferente frente a sus substra-
tos. La frecuencia de dichos polimorfismos, excepción hecha del CYP
2D6 y la N-acetil transferasa es muy pequeña, si la comparamos con la
variabilidad fenotípica observada en la población y responde, más bien,
a diferencias en la expresión de genes «normales» que codifican para los
enzimas del metabolismo de fármacos.
Como consecuencia de dicha variabilidad geno-fenotípica, la activi-
dad de los distintos enzimas implicados puede ser claramente diferente
entre distintos individuos, y en consecuencia la velocidad con la que un
fármaco es biotransformado y el perfil metabólico puede ser muy dife-
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rente. Ello explica, a grandes rasgos, el que una determinada dosis de fár-
maco sea terapéuticamente eficaz en unos individuos porque, como con-
secuencia de un balance entre absorción y metabolización/eliminación, se
generan niveles plasmáticos adecuados, en otros sea ineficaz porque, una
metabolización más rápida no permita alcanzar la concentración plasmá-
tica terapéutica, y en otros tóxico, porque un metabolismo insuficiente o
anormal se traduce en niveles plasmáticos exagerados del fármaco o de
alguno de sus metabolitos (7,8).
Parte de esa variabilidad fenotípica puede estar causada por los pro-
pios fármacos. Un determinado compuesto puede actuar como induc-
tor/represor de los genes que codifican para los enzimas de biotrans-
formación enzimática, de manera que tras su administración, los niveles
de enzimas de biotransformación tanto de Fase I como II, pueden ver-
se afectados (inducidos o reprimidos). Desde el punto de vista tera-
péutico, un fármaco inductor siempre presenta más dificultades en su
manejo clínico. La inducción provoca, a su vez, un aumento del meta-
bolismo y del aclaramiento de éste y/o de otros medicamentos co-ad-
ministrados, lo que requiere reajustes de las dosis, con el consiguien-
te riesgo de sobredosificación, interacciones medicamentosas, y/o
efectos tóxicos indeseados.
La variabilidad en la expresión de enzimas de biotransformación
en el ser humano: la regla, más que la excepción
Posiblemente sean los genes CYP los mejor conocidos en cuanto a
las causas de su diferente expresión en el ser humano. La superfamilia
de genes CYP está subdividida en una serie de familias y subfamilias, de
acuerdo a su homología en la secuencia de nucleótidos. En el ser huma-
no hay 16 familias y 29 subfamilias identificadas. Los genes pertene-
cientes a las familias 1, 2 y 3 son los más directamente implicados en las
reacciones de biotransformación de xenobióticos, y por ende del meta-
bolismo de los fármacos (9,3). El citocromo CYP3A4 es la forma más
abundante en el hígado (30-40% del total de proteína CYP) (10) seguida
del CYP2E1. Los fármacos, pese a su diversidad estructural son bio-
transformados por un reducido número de CYPs (1A2, 2A6, 2B6, 2C9,
2C19, 2D6, 2E1, y 3A4) (9).
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Hay una variabilidad muy significativa en la actividad de los enzimas
CYP en el ser humano. Parte de esta variabilidad es debida a la naturaleza
polimórfica de algunos genes, que se heredan mendelianamente entre gene-
raciones, y que presentan una distribución característica entre razas y subti-
pos humanos (Tabla 1). La manera más directa de confirmar la existencia de
un polimorfismo en un determinado individuo es el análisis de la secuencia
del DNA. En términos prácticos ello puede hacerse mediante amplificación
por PCR de la secuencia polimórfica, seguido de un análisis mediante enzi-
mas de restricción, o bien análisis genómico mediante chips de DNA.
El análisis fenotípico es más complejo de llevar a cabo en la prácti-
ca. La forma más simple, pero no siempre practicable, es la medida de
la actividad enzimática en muestras de tejido (por ejemplo en biopsias).
Sin embargo ello no siempre es factible y hay que recurrir a métodos in-
directos, no invasivos, con los que estimar la actividad de un enzima. Un
procedimiento habitual es la medida de la metabolización de un determi-
nado compuesto in vivo, que sea metabolizado por un solo enzima, o que
uno de cuyos metabolitos sea producido por un solo enzima. Solo hay
unos pocos compuestos que cumplan con los requisitos necesarios y que
al mismo tiempo puedan ser administrados a seres humanos (11).
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TABLA 1
Polimorfismos de los CYP
Enzima Variantes Variante Frecuencia Fenotipo
alélicas mayoritaria de alelos
CYP1A2 13 CYP1A2*1B 12% (Japoneses) actividad disminuida
CYP2A6 22 CYP2A6*2 1-3% (Caucásicos) Enzima inactivo
CYP2C9 6 CYP2C9*3 7-9% (Caucásicos) Especificidad de substrato
alterada
CYP2C19 11 CYP2C19*2 13% (Caucásicos) Enzima inactivo
CYP2D6 75 CYP2D6*4 12-21% (Caucásicos) Enzima inactivo
CYP2E1 13 CYP2E1*3 <1% (Caucásicos) Sin efectos
CYP3A4 25 CYP3A4*2 4% (Caucásicos) Afinidad por substrato
disminuida
Referencia: Home Page of the Human Cytochrome P-450 (CYP) Allele Nomenclature Committee (www.imm.ki.se/CYPalleles).
La variabilidad en la expresión de los genes CYP es más bien la nor-
ma que la excepción. Así, por ejemplo, el análisis del contenido de CYP
mRNA y de actividad enzimática de un banco de hígados revela la exis-
tencia de una variabilidad considerable tanto en el contenido en proteína
CYP como en el de mRNA de cada uno de las diferentes isoformas en-
tre los diferentes hígados humanos, lo que hace difícil definir qué es un
hígado normal (Figura 1).
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FIGURA 1. Variabilidad de los genes CYP en hígados humanos. Muestras de hígados hu-
manos fueron procesadas para extraer el RNA total, y los mRNAs específicos fueron deter-
minados por PCR cuantitativo [48]. En paralelo, se prepararon microsomas de esos mismos
hígados y se midieron las actividades P-450 mediante el uso de substratos específicos [49]
Genes como el CYP3A4, del que no se conocen polimorfismos inacti-
vos, presentan unas considerable variabilidad en cuanto la actividad enzi-
mática, fruto mas bien de una diferencia en la expresión de un gen normal
(Figura 2). CYP2D6, por el contrario es un gen polimórfico con isoformas
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FIGURA 2. Variabilidad de las actividades de metabolismo de fármacos en hígados hu-
manos. Microsomas de un banco de hígados humanos fueron utilizados para determinar las
distintas actividades enzimáticas utilizando substratos específicos. CYP2D6 (dextrometor-
fano O-demetilasa, panel A), CYP2C9 (diclofenac 4’-hidroxilasa, Panel B) y CYP3A4 (tes-
tosterona 6b-hidroxilasa, Panel C). Las actividades obtenidas de cada hígado se represen-































































no activas catalíticamente, lo que explica que aproximadamente un 10% de
la población pueda ser catalogado como un metabolizador lento. La inci-
dencia del polimorfismo en el CYP2C9 es muy reducida, y sin embargo la
variabilidad fenotípica en el ser humano es considerable (Figura 2).
Tenemos, por tanto, genes cuya naturaleza polimórfica con isoformas
no activas catalíticamente, permite explicar la diferente expresión fenotí-
pica en función de los alelos que dicho individuo posee. Pero tenemos
también genes, de los que no se conocen polimorfismos genéticos que re-
sulten en genes inactivos, y sin embargo la variabilidad de expresión y/o
actividad en los seres humanos es muy significativa. De hecho, esa va-
riabilidad fenotípica es la predominante y mucho más frecuente e impor-
tante que la genotípica, cuando se examina un grupo de población.
Las causas de dicha variación: La regulación basal de los genes
y la inducida por fármacos
El análisis detallado de los mecanismos de la regulación de los ge-
nes típicamente hepáticos ha permitido descubrir un significativo núme-
ro de factores activadores de la transcripción que se caracterizan por po-
seer un dominio de unión a las regiones reguladoras de dichos genes
hepáticos (12,13). Estos factores que por ser particularmente abundantes
en los hepatocitos se les conoce como LETF’s (liver enriched transcrip-
tion factors), son actores principales en el control de la expresión basal
de los genes en un determinado tejido. Generalmente forman homo— y
heterodímeros con otros miembros de su familia; y/o muestran coopera-
tividad y sinergismo con factores de otras familias modulando así su es-
pecificidad y potencia trans-activadora.
El conocimiento adquirido acerca de la estructura de la región pro-
motora de otros genes hepáticos típicos y la complejidad de su regula-
ción, sugiere que la de los genes CYP podría ser también compleja. Por
una parte está el hecho constatado de que en la región 5’ de dichos ge-
nes existen secuencias consenso para muchos de los factores de trans-
cripción hepáticos y receptores nucleares actualmente conocidos (14,15),
de lo que cabe deducir que el control de los genes CYP hepáticos de-
penderá muy probablemente de más de un factor (Ver capítulo 6). Cua-
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tro factores, C/EBPa, HNF3, HNF1 y HNF4, están implicados de mane-
ra muy directa en el control de la expresión basal de los CYP en el hí-
gado, dado que las secuencias consenso de unión al DNA aparecen en la
región 5’ de casi todos los genes CYP y su expresión está estrechamen-
te asociada al estado diferenciado del hepatocito (16,17,18,19,20,21).
En segundo lugar está el hecho de que muchos de esos factores tie-
nen entre sí una relación compleja y que su mecanismo de transactiva-
ción implica relaciones de sinergia, cooperatividad pero también de an-
tagonismo (22,23). Así por ejemplo, el análisis mutacional de la región
enhancer del gen de la albúmina indica que el factor HNF-1 coopera con
HNF-3a para inducir un aumento de la transcripción. De manera similar,
C/EBPb interacciona con Sp1 formando un complejo que es indispensa-
ble para la activación del promotor del CYP2D5 de ratón (24). Además,
a esta serie de interacciones directas, hay que añadir los fenómenos de
transactivación entre factores dentro de una posible red jerárquica (25).
El ejemplo clásico es el de la transactivación de HNF1 por HNF4 (26,27).
No existe, una explicación molecular razonable a las diferencias fe-
notípicas en la expresión basal de algunos CYPs. Una primera hipótesis
sería la existencia de niveles distintos de dichos factores reguladores cla-
ve, que condicionaría la expresión de los genes CYP. Aunque esta expli-
cación es la más fácil de aceptar, es poco verosímil, porque de ser cierta
otros muchos genes regulados por estos mismos factores de transcripción
se verían afectados, y éste no es el caso. La variabilidad interindividual
que se observa en la expresión de los genes CYP no es lo habitual en los
otros genes. Si bien no se tiene constancia de polimorfismos en la región
reguladora proximal de dichos genes, no cabe excluir que existan a dis-
tancias mayores en la estructura del DNA, o que existan polimorfismos en
otras proteínas reguladoras de la expresión de dichos genes.
La otra causa de variabilidad es la derivada de la regulación de la ex-
presión de dichos genes por los propios fármacos. Constituye ciertamen-
te un caso singular en la biología molecular de las células, el que subs-
tancias ajenas al metabolismo celular (xenobióticos) ejerzan un control
sobre la expresión de aquellos genes que, en última instancia, se encar-
gan de metabolizarlas para facilitar su eliminación. Los mecanismos por
los que los fármacos actúan regulando la expresión de los genes CYP son
varios, y se yuxtaponen a mecanismos de regulación existentes en las cé-
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lulas, ciertamente con otra finalidad. A excepción del CYP2E1, cuya in-
ducción, no es sino básicamente el resultado de una estabilización del co-
rrespondiente mRNA, en los otros genes CYP el aumento de la actividad
enzimática es reflejo de una mayor cantidad de enzima, fruto de una trans-
cripción más activa del gen.
El hallazgo clave para explicar cómo ocurre el fenómeno de la in-
ducción enzimática ha sido la identificación de receptores nucleares que
pueden interaccionar con xenobióticos inductores (medicamentos) y con
las regiones reguladoras de los genes CYP inducibles (28;29).
Se conocen cuatro posibles vías por las que un xenobiótico puede in-
ducir los genes CYP (Figura 3). La inducción de los de la familia CYP1
es la más simple en cuanto a que básicamente interviene un solo factor
(AHH), una proteína «basic helix-loop-helix» que pertenece a la familia
de factores PAS (Pre-Arnt-Sim).
La inducción del resto de genes CYP se realiza a través de mecanis-
mos que implican a tres receptores huérfanos que pertenecen a la superfa-
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FIGURA 3. Mecanismos generales de la inducción de genes por xenobióticos.
milia de receptores nucleares (30): 1) CAR (constitutive androstane re-
ceptor) que participa en la inducción del CYP2B6, prototipo del efecto cau-
sado por el fenobarbital y otros muchos compuestos lipofílicos similares.
2) PXR (pregnane nuclear receptor) que activa los genes de la subfamilia
CYP3A en respuesta a diversos compuestos químicos incluyendo ciertos
esteroides naturales y sintéticos (31,32,33,34,35,36,37,38,39), 3) PPAR (pe-
roxisome proliferator-activated receptor) que media la inducción de los ge-
nes CYP de la subfamilia CYP4A, y de la que los fibratos son moléculas
representativas como inductoras de la proliferación de peroxisomas en rata.
Otros receptores nucleares como el receptor de glucocorticoides o el re-
ceptor de vitamina D también pueden afectar o modular de un modo rele-
vante la inducción de los CYPs por xenobióticos (40,41,42).
Los xenobióticos (entre ellos los medicamentos), cuando son capaces
de unirse a alguno de estos receptores, son capaces de interferir en su me-
canismo de acción. Lo pueden hacer de diversas maneras, por ejemplo
uniéndose al receptor y activándolo (caso del PPXR, o del PXR), o bien
desplazando a un ligando interno que actúa de represor (tal como algu-
nos autores hipotetizan para el CAR). El resultado inmediato es la trans-
locación al núcleo y la puesta en marcha de una cascada de aconteci-
mientos que culmina con la unión de dicho receptor a la secuencia diana
en el promotor de los genes CYP y su consiguiente transactivación, tal
como esquemáticamente de describe en la Figura 3 para cada familia de
receptores nucleares.
Las necesidades: Las limitaciones actuales a un desarrollo
farmacéutico más seguro
El desarrollo de un nuevo medicamento es una empresa de elevado ries-
go que requiere un notable esfuerzo humano y de recursos. La probabilidad
de que un compuesto termine convirtiéndose en un nuevo medicamento, es
francamente reducida. Como causas principales de la interrupción del des-
arrollo de un nuevo fármaco en su fase clínica, contribuye más la existen-
cia de efectos adversos inesperados, que la falta de eficacia terapéutica. El
estudio del metabolismo de un fármaco que debiera formar parte del des-
arrollo preclínico, con frecuencia se lleva a cabo solo cuando el fármaco ha
entrado ya en la fase clínica. Y el metabolismo puede ser una de las razo-
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nes por las que el desarrollo de un fármaco se vea finalmente abortado, como
causante de efectos adversos idiosincrásicos consecuencia de un diferente
metabolismo entre individuos y o interacciones con otros fármacos.
La variabilidad existente en el ser humano en los enzimas de bio-
transformación hace que la farmacocinética y el perfil metabólico de un
compuesto pueda diferir sensiblemente entre individuos, máxime si el me-
tabolismo de ese fármaco ocurre mayoritariamente a través de enzimas
cuya expresión conocemos es muy variable en el ser humano. Parece por
tanto obvio que algo que puede saberse en un estadio pre-clínico del des-
arrollo (qué enzimas están implicados, en qué medida, qué metabolitos
se forman), se conozca avanzada la fase clínica, aun a riesgo de descu-
brir entonces que el compuesto presentará un metabolismo y farmacoci-
nética muy variable, con la consiguiente mayor dificultad de manejo clí-
nico. En la decisión de la elección de candidato a fármaco, debe pues
tenerse presente ese posible escenario.
Los fármacos rara vez se administran aislados, por lo que es posible
que la presencia de un compuesto influya de manera determinante en el
metabolismo del otro. Compuestos que comparten una misma ruta de
biotransformación (por ejemplo son substratos de un mismo CYP), y lo
hacen mayoritariamente a través de una sola ruta, son compuestos cla-
ramente candidatos a presentar fenómenos de interacción fármaco-fár-
maco. La presencia de uno de ellos, al interferir en el metabolismo del
otro hace que la misma dosis administrada se traduzca en niveles plas-
máticos mucho más elevados o en la producción de metabolitos minori-
tarios (producidos a través de otras vías minoritarias), en cantidades
anormalmente elevadas. La literatura científica está llena de casos de
nuevos fármacos que han debido ser retirados, porque uno ya existente
en el mercado al ser co-administrado con el nuevo ha provocado dichos
efectos inesperados.
Bajo la creencia de que el metabolismo en animales es escalable al
ser humano y el perfil metabólico extrapolable al hombre, con frecuen-
cia ocurre que se detectan anomalías en el ser humano que no se habían
observado en los ensayos pre-clínicos con animales. En nuestra expe-
riencia personal, son precisamente esas diferencias en el metabolismo en-
tre la especie animal y el hombre la causa más habitual de aparición de
efectos tóxicos en humanos que no se habían observado en animales. Pese
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a ello, todavía ocurre que con datos obtenidos con modelos animales qui-
zás no totalmente aplicables al hombre, la industria ha de tomar decisio-
nes sobre si seguir o no adelante con el desarrollo de un determinado fár-
maco.
Así pues hay tres cuestiones básicas que deben examinarse durante
el desarrollo de un nuevo fármaco: a) conocer el metabolismo del com-
puesto, porque de él depende directamente la biodisponibilidad, la far-
macocinética y su eficacia clínica; b) conocer si los enzimas implica-
dos en su metabolismo son enzimas con expresión variable o inducible,
porque harán que el compuesto sea clínicamente más difícil de mane-
jar. Finalmente, c) conocer si dada la diferente expresión de los enzi-
mas implicados, podrán existir perfiles metabólicos singulares, interac-
ciones con el metabolismo de otros fármacos, y/ efectos tóxicos
indeseados.
Obvio es reconocer que en la medida sea técnicamente factible con-
testarlas con un esfuerzo humano y económico asumible, se estará con-
tribuyendo a una elección de mejores candidatos a fármacos, no sola-
mente eficaces, sino también seguros.
Las herramientas: ¿En qué modelos puede estudiarse
el metabolismo y la inducción por fármacos?
Puesto que el destinatario final de los fármacos es el hombre, no es
posible realizar ensayos en humanos hasta fases avanzadas de su desa-
rrollo y dado que los estudios de metabolismo e inducción con animales
muchas veces no son extrapolables al hombre, se hace necesario dispo-
ner de modelos que reproduzcan el comportamiento que cabe esperar en
el ser humano. El uso de microsomas obtenidos de hígado humano, pri-
mero, y ahora las líneas manipuladas genéticamente para expresar enzi-
mas, son las herramientas clásicas de los estudios de metabolismo y per-
miten establecer qué enzimas pueden estar implicados en el metabolismo
de un determinado compuesto y qué metabolitos se producen tras esa re-
acción. Sin embargo, dan una visión parcial del mismo, y no son ade-
cuados para estudios de inducción. En efecto, solo los hepatocitos hu-
manos responden de manera eficaz a inductores enzimáticos, y solo en
ellos (bien midiendo la actividad enzimática o la expresión de los co-
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rrespondientes mRNA), es posible determinar con razonable seguridad si
un compuestos será o no inductor en el ser humano (43,44).
También los hepatocitos humanos posiblemente son el mejor mo-
delo del que disponemos para predecir el perfil metabólico de un nue-
vo fármaco en el hombre, así como su potencial inductor (45, 46, 47,
48, 49, 50, 51, 52, 53). Este modelo, que es una herramienta única para
estudios de metabolismo, hepatotoxicidad e inducción, es de difícil ac-
cesibilidad para la mayoría de los laboratorios. Si tenemos presente que
se trata de cultivos no proliferantes, lo que conlleva la necesidad de
tener que disponer de tejido humano de manera continuada, se com-
prende que este modelo quede, en la práctica, fuera de uso generaliza-
do y limitado a laboratorios cualificados para el estudio de problemas
singulares.
Es posible imaginar alternativas al cultivo primario de hepatocitos hu-
manos, tales como hepatomas humanos o hepatocitos humanos inmorta-
lizados. En ambos casos la idea clave es la de disponer de células hepá-
ticas humanas, funcionales y al tiempo con crecimiento ilimitado. Existen
diversas líneas celulares hepáticas aisladas de hepatomas humanos, algu-
na de ellas con un buen grado de diferenciación. Sin embargo, la expre-
sión de enzimas de metabolismo de fármacos es en todas ellas mucho me-
nor que en hepatocitos e hígado humano. Por lo general, esas líneas
expresan solo CYP1A1 y una muy escasa actividad de enzimas de con-
jugación. Más aún, su respuesta a inductores enzimáticos está restringi-
da a la familia CYP1A, expresando el isoenzima 1A1, en lugar del 1A2,
que es la forma que se expresa en hepatocitos diferenciados. Todo ello
pone en evidencia que ninguna de esas líneas celulares «diferenciadas»
tiene las características necesarias para ser útiles en un estudio predicti-
vo del metabolismo y potencial inductor de un nuevo fármaco. Tampoco
la inmortalización de hepatocitos adultos o fetales ha tenido éxito cientí-
fico significativo, pese a las distintas estrategias usadas: se logran hepa-
tocitos inmortalizados, pero que sistemáticamente no expresan el fenoti-
po deseado (Tabla 2). Éxitos parciales se han conseguido con algunos
hepatomas que espontáneamente se diferencian en cultivo (54), o bien
tras la transformación espontánea que ocurre en los hepatocitos de ani-
males transgénicos que han sido transfectados con oncogenes, o factores
de crecimiento (55).
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¿Por qué no se expresan los genes CYP en hepatomas?
Por sorprendente que pudiera parecer, los múltiples intentos de in-
mortalizar hepatocitos humanos no han dado los resultados esperados y
las células resultantes expresan menos funciones hepáticas que muchos
de los hepatomas. Por otra parte, muchos de los hepatomas naturales «di-
ferenciados» capaces de expresar muchas de las funciones hepato-espe-
cíficas, no expresan los genes CYP pese a existir dichos genes en su ge-
noma. La inducción de CYPs por fármacos modelo tampoco ocurre en
estas células indicando que los mecanismos que controlan este fenóme-
no no son funcionales en hepatomas.
¿Por qué los genes CYP no se expresan en esas células?, ¿Por qué
los mecanismos de inducción están ausentes en estas células?. Hay va-
rios elementos de razonamiento y diversas evidencias experimentales de
nuestro laboratorio que señalan un posible camino para entender por qué
esto ocurre, y cómo cabría actuar para alcanzar el objetivo antes señala-
do. Cabe imaginar distintas razones (Figura 4): 
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FIGURA 4. Posibles mecanismos que explican la falta de expresión basal e inducida
de los genes CYP en hepatomas.
1. La pérdida de expresión del citocromo P-450 en los modelos he-
patocelulares es un fenómeno de desdiferenciación que está aso-
ciado a una alteración de la expresión de factores de transcripción
hepato-específicos. Varios estudios han revelado que: a) los nive-
les de expresión del citocromo P-450 en hepatocitos en cultivo de-
crecen en paralelo con los de factores de transcripción clave (56);
b) las modificaciones en las condiciones de cultivo que prolongan
la expresión de los citocromos (por ejemplo, cultivos en geles de
colágeno) van asociados a una mayor expresión de dichos facto-
res de transcripción (57); c) los niveles de expresión de algunos
de esos factores potencialmente importantes son, en los hepatomas
humanos (ej. HepG2), considerablemente inferiores a los valores
medidos en los hepatocitos. (56); d) la expresión de estos factores
de transcripción aumenta en hepatomas que poseen la característi-
ca de rediferenciarse en cultivo (ej. BC2). Este incremento en fac-
tores de transcripción precede un incremento notable en los nive-
les de CYPs (54).
2. También existen factores de transcripción que podrían tener un pa-
pel represor en la expresión de los CYPs. Por ejemplo, se cono-
cen diversas isoformas o variantes de las proteínas C/EBP que ca-
recen de dominio de transactivación y que, por lo tanto, son
dominantes-negativos naturales. Estas variantes traduccionales tie-
nen un nivel de expresión distinto en hepatocitos y hepatomas.
Otro ejemplo similar sería el de los factores de la familia COUP-
TF que pueden competir y desplazar de su sitio de unión al factor
HNF4, un regulador general de la expresión de los CYPs en he-
patocitos (58).
3. Una tercera posibilidad que podrían conducir a la nula transactiva-
ción de los CYPs en hepatomas es la del aumento de metilación o
de desacetilación de histonas en los genes CYP, o la de un descenso
de los coactivadores con actividad acetiltransferasa (59).
4. Por último, y en referencia a la falta de inducción de genes CYP
en hepatomas, también existe la posibilidad de que los receptores
nucleares implicados en estos mecanismos de inducción (CAR,
PXR, etc.) también estén poco expresados o des-regulados en he-
patomas (60).
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Es por tanto imaginable que, actuando sobre las líneas celulares de
hepatomas humanos, de manera que re-expresen dichos factores, o mo-
dificando la acetilación de los genes, sea posible lograr que dichas célu-
las expresen los enzimas del metabolismo de fármacos, lo que les con-
vertiría en una herramienta útil de cara a predecir el metabolismo humano
(Figura 5). Evidencias de que esto podría ser así han sido descritas por
nuestro laboratorio recientemente (61).
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FIGURA 5. Expresión de genes CYP en hepatomas. El reestablecimiento de niveles
adecuados de factores de transcripción en hepatomas humanos, mediante transfección
usando vectores adenovirales, se traduce en la expresión de genes CYP, prácticamente
inexistente en los hepatomas.
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